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ABSTRAK
Pektinase merupakan enzim yang penting dalam industri makanan dan
perubatan. Penghasilan pektinase daripada mikroorganisma secara fermentasi
memerlukan pektin sebagai pencetus yang biasanya diperoleh daripada ekstrak sitrus.
Namun, keupayaan lignoselulosa dalam penghasilan pektin belum banyak lagi
diterokai. Oleh yang demikian, kajian ini dijalankan bagi menghasilkan enzim ekso-
poligalakturonase (iaitu salah satu daripada jenis enzim pektinase) daripada
Aspergillus niger dengan menggunakan pektin yang diekstrak daripada daun
Nephrolepis biserrata (sejenis tumbuhan paku-pakis) yang boleh didapati dengan
banyak di negara-negara tropika dan subtropika. Dalam kajian ini, pengekstrakan
daun Nephrolepis biserrata telah menunjukkan penghasilan pektin optimum iaitu
pada 8.16% (glg) dengan pH 1.5, masa pengekstrakan pada76.32 min dan suhu pada
100 "C. Pektin ini dicirikan dan seterusnya dibandingkan dengan pektin sitrus
komersil apabila digunakan di dalam fermentasi keadaan pepejal bagi menghasilkan
ekso-poligalakturonase daripada Aspergillus niger. Selain itu, daun Nephrolepis
biserrata juga turut dirawat dan digunakan sebagai substrat di samping media
fermentasi yang digunakan. Rekabentuk komposit berpusat telah digunakan untuk
mengoptimumkan empat pembolehubah signifikan hasil daripada proses penyaringan
serta dapat memberi kesan terhadap penghasilan ekso-poligalakturonase. Empat
pembolehubah itu termasuk masa pengeraman, suhu, kepekatan pektin dan
kelembapan medium. Penghasilan ekso-poligalakturonase yang diperoleh adalah
optimum pada 54,64 ulg pada masa pengeraman 120 jam, suhu pada 34 oc,
kepekatan pektin 5.0 g/L dan juga 75.62% kandungan kelembapan medium. Bagi
pencirian separa ekso-poligalakturonase, suhu dan pH optimum masing-masing
diperoleh pada 50 oC dan pH 4.0. Kestabilan suhu aktiviti ekso-poligalakturonase
oleh Aspergillus niger pula diperolehi pada suhu 40 oC hingga 50 uC sehingga 50
min masa pengeraman enzim. Ekso-poligalakturonase juga stabil pada pH 3 hingga
pH 7 selepas 120 min pengeraman, di mana aktiviti relatifnya masih melebihi 70%.
Seterusnya, pemalar dan pekali pertumbuhan kinetik diperoleh daripada Model
Monod dan persamaan Leudeking Piret dengan nilai irn.u* : 0.043 per jam, Ks :
0.473 g/L, Ya75:0.1,49 mglg, Ye/s: 16.43 UIL dan YsTy:114.4 U/mg. Nilai kadar
spesifik penghasilan enzim pula adalah pada qs:4.79 u/(mg.h) dan kadar spesifik
penggunaan glukosa pada gs : 0.289 g/(mg.h). Oleh yang demikian, boleh
disimpulkan bahawa daun Nephrolepis biserrata yang mengandungi pektin boleh
bertindak sebagai substrat untuk penghasilan ekso-poligalakturonase dalam
fermentasi keadaan pepejal oleh Asperfillui niger.
ABSTRACT
Pectinase is an important enzyme especially in food and medicinal industries.
Production of pectinase from fermentation of microorganisms requires pectin as an
inducer, which is usually derived from citrus extracts. However, the ability of
lignocellulosic material to produce pectin has not been much explored. Therefore,
this study was conducted to produce exo-polygalacturonase enzymes (one of the
pectinase enzymes) from Aspergillus niger using pectin extracted from the
Nephrolepis biserrata leaves (a type of fern) which are available in abundance in the
tropical and subtropical countries. In this study, the optimum production for the
extraction of pectin from Nephrolepis biserrata leaves was 8.16% (glg with pH of
1"5, extraction time a:76.32 min and temperature at 100 oC. The pectin was further
characterrzed and compared with a commercial pectin when it was used in solid state
fermentation to produce exo-polygalacturonase from Aspergillus niger. In addition,
the Nephrolepis biserrataleaves were also treated and used as substrates in addition
to the fermentation media used. The central composite design was used to optimize
four significant variables resulted from the screening process that has been analyzed
for production of exo-polygalacturonase. The variables included incubation time,
temperature, concentration of pectin and moisture content. The optimum exo-
polygalacturonase production was obtained at 54.64 U/g with the conditions of the
significant variables as 120 h of incubation time, 34 oC, 5.0 glL of pectin
concentration and 75.26% of moisture content. For partial characterization of exo-
polygalacturonase, the optimum temperature and pH were found to be 50 oC and pH
of 4.0, respectively. Temperature stability of exo-polygalacturonase activity by
Aspergillus niger was achieved at 40 oC to 50 'C up to 60 min of the incubation
time. Exo-polygalacturonase was stable at pH of 3 to pH of 7 after 120 min of
incubation, with the relative activity above 70o/o. Later, the kinetic constants and
coefficients were determined from the Monod Model and Leudeking Piret equation
Ypx : 114.4 Ulmg. The value of specific enzyme levels were determined at, qr :
4.79 Ul(mg.h) and the specific glucose consumption rate it qr : 0.289 g/(mg.h).
Therefore, it can be concluded that l,{ephrolepis biserrata leaves contains pectin can
act as a substrate for the production of exo-polygalacturonase in solid-state



















BAB TAJUK HALAMAN 
   
 DEKLARASI ii 
 DEDIKASI iii 
 PENGHARGAAN iv 
 ABSTRAK v 
 ABSTRACT vi 
 KANDUNGAN vii 
 SENARAI JADUAL xiii 
 SENARAI RAJAH xvii 
 SENARAI SINGKATAN xxi 
 SENARAI SIMBOL xxiii 
 SENARAI LAMPIRAN xxv 
   
1 PENGENALAN 1 
 1.1 Latar belakang Kajian 1 
 1.2 Pernyataan Masalah 4 
 1.3 Objektif Kajian 6 
 1.4 Skop Kajian 6 
 
2 KAJIAN LITERATUR 8 






 2.2 Mekanisme Tindakbalas Pektinase 10 
 2.3 Peranan Mikroorganisma dalam Penghasilan 
Pektinase 11 
 2.4 Pektin 13 
  2.4.1 Struktur Pektin dan Peranannya 15 
  2.4.2 Pengekstrakan Pektin 19 
  2.4.3 Sumber Pektin daripada Sumber 
Tumbuhan 20 
 2.5 Aplikasi Pektinase 23 
 2.6 Prarawatan Substrat 24 
 2.7 Proses Fermentasi bagi Penghasilan 
 Pektinase 27 
 2.8 Pengoptimuman Proses Penghasilan Pektinase 35 
  2.8.1 Faktor yang Mempengaruhi 
 Penghasilan Pektinase dalam FKP 36 
   2.8.1.1 pH 36 
   2.8.1.2 Masa Pengeraman 37 
   2.8.1.3 Suhu 37 
   2.8.1.4 Saiz Inokulum 38 
   2.8.1.5 Kandungan Kelembapan 39 
 2.9 Pencirian Separa Pektinase 40 
 2.10 Kadar Pertumbuhan Mikroorganisma 41 
 2.11 
2.12 





3 KAEDAH KAJIAN 51 
 3.1 Nephrolepis biserrata  sebagai sumber bahan kajian 51 
 3.2 Kajian Fraksinasi Daun Nephrolepis biserrata 52 
 3.3 Pengekstrakan Pektin 52 
 3.4 Pengoptimuman Pengekstrakan Hasil Pektin 53 
 3.5 Pencirian Pektin Daun Nephrolepis biserrata 56 
  3.5.1 Berat Setara 56 





  3.5.3 Asid Nyahhidrouronik (AUA) 57 
  3.5.4 Darjah Pengesteran 58 
  3.5.5 Analisis Kandungan Monosakarida Pektin 
Daun Nephrolepis biserrata 
 
58 
 3.6 Prarawatan Daun Nephrolepis biserrata 59 
  3.6.1 Prarawatan Asid 60 
  3.6.2 Prarawatan Alkali 60 
  3.6.3 Prarawatan Autohidrolisis 60 
 3.7 Mikroorganisma dan Penyelenggaraan 62 
  3.7.1 Agar Dekstrosa Kentang (PDA) 62 
  3.7.2 Penyediaan Inokulum 62 
 3.8 Penghasilan Ekso-poligalakturonase daripada 
Aspergillus niger dalam Fermentasi Keadaan 
Pepejal (FKP) 63 
 3.9 Penentuan Kepekatan Protein 65 
 3.10 Penentuan Biojisim Aspergillus niger 65 
 3.11 Penyaringan Pembolehubah yang Mempengaruhi 
Penghasilan Ekso-poligalakturonase Menggunakan 
Reka Bentuk Faktorial Dua Peringkat 66 
 3.12 Pengoptimuman Penghasilan Ekso- 
poligalakturonasedan biojisim Aspergillus niger 
dalam Fermentasi Keadaan Pepejal 67 
 3.13 Penghasilan Jenis-jenis Pektinase Lain selain Ekso-
poligalakturonase 69 
  3.13.1 Penghasilan Aktiviti Endo- 
poligalakturonase 71 
  3.13.2 Penghasilan Aktiviti Pektin Metil 
 Esterase (PME) 71 
  3.13.3 Penghasilan Aktiviti Pektin liase 72 
 3.14 Pencirian Separa Ekso-poligalakturonase 72 
  3.14.1 Pengenalpastian Suhu Optima dan 
Kestabilan Suhu 73 





Kestabilan pH 74 
  3.14.3 Penentuan Berat Molekul Ekso- 
poligalakturonase Menggunakan Sodium 
Dodeyil Sulphate Polyacrilamide Gel 




 3.15  Penentuan Kinetik Pertumbuhan 
 Aspergillus niger 75 
 3.16  Carta Alir Keseluruhan Ujikaji 76 
 
4 KEPUTUSAN DAN PERBINCANGAN 78 
 4.1 Fraksinasi lignoselulosa daripada daun Nephrolepis 
biserrata 78 
 4.2 Prestasi Pengekstrakan Pektin 79 
 4.3 Pengoptimuman Hasil Ekstraksi Pektin dengan 
Rekabentuk Komposit Berpusat (RBKB) dalam 
Kaedah Gerakbalas Permukaan (KGP) 80 
  4.3.1 Pembentukan Model Matematik dan 
Analisa Regresi 81 
  4.3.2 Kaedah Gerakbalas Permukaan (KGP) 84 
 4.4 Pencirian Pektin daun Nephrolepis biserrata 89 
  4.4.1 Berat Setara 89 
  4.4.2 Kandungan Metoksil 90 
  4.4.3 Asid Nyahhidrouronik 90 
  4.4.4 Darjah Pengesteran 91 
 4.5 Jumlah Kandungan Monosakarida daripada Pektin 
Daun Nephrolepis biserrata 
 
92 
 4.6 Prarawatan Daun Nephrolepis biserrata sebagai 





  4.6.1 Kesan Prarawatan yang Berbeza terhadap 










Daun Nephrolepis biserrata 
  4.6.3 Perbandingan Penghasilan Ekso-
poligalakturonase dalam Prarawatan 






 4.7 Penyaringan Faktor-Faktor yang Mempengaruhi 
Penghasilan Ekso-poligalakturonase Menggunakan 




  4.7.1 Analisis Varian (ANOVA) 114 
  4.7.2 Analisis Respon – Aktiviti Ekso- 
poligalakturonase 118 
  4.7.3 Kesan Faktor Utama dan Interaksi 
 terhadap Penghasilan Ekso- 
poligalakturonase 120 
  4.7.4 Kesimpulan Kajian Penyaringan Faktor-
Faktor yang Mempengaruhi Penghasilan 
Ekso-poligalakturonase 124 
 4.8 Pengoptimuman Penghasilan Ekso- 
poligalakturonase oleh Aspergillus niger dalam 
Fermentasi Keadaan Pepejal 125 
  4.8.1 Pembentukan Model Matematik 126 
  4.8.2 Kaedah Gerakbalas Permukaan (KGP) 127 
  4.8.3 Pengoptimuman Ekso-poligalakturonase 
dan Pengesahan Model Matematik 135 
 4.9 Pengoptimuman Penghasilan Biojisim oleh 
Aspergillus Niger dalam Fermentasi Keadaan 
Pepejal 136 
  4.9.1 Pembentukan Model Matematik 137 
  4.9.2 Plot Kaedah Tindakbalas Permukaan 140 
 4.10 Pencirian Separa Ekso-poligalakturonase yang 
Dihasilkan oleh Aspergillus niger dalam Fermentasi 
Keadaan Pepejal 143 






  4.10.2 pH Optimum dan Kestabilan pH bagi 
Aktiviti Ekso-poligalakturonase 147 
 4.11 Penentuan Berat Molekul Ekso-poligalakturonase 149 
 4.12 Kadar Pertumbuhan Kinetik Aspergillus niger dan 
Kadar Penggunaan Substrat dan Penghasilan Ekso-
poligalakturonase 153 
 
5 KESIMPULAN 160 
 5.1 Kesimpulan 160 
 5.2 Cadangan Kajian Masa Hadapan 161 
    
RUJUKAN 162 

















NO JADUAL TAJUK HALAMAN 
   
2.1 Jenis-jenis Enzim Pektinolitik dan Mod 
Tindakbalas 9 
2.2 Kandungan pektin dalam buah-buahan dan sayur-
sayuran yang berbeza 17 
2.3 Komposisi kimia pokok Nephrolepis biserrata 23 
2.4 Aplikasi Pektinase 26 
2.5 Kelebihan dalam penghasilan enzim dengan 
kaedah Fermentasi Keadaan Pepejal (FKP) 32 
2.6 Penghasilan Pektinase dalam Fermentasi Keadaan 
Pepejal (FKP) 33 
2.7 Penghasilan Pektinase dalam keadaan Fermentasi 
Tenggelam (FmT) 34 
2.8 Nilai parameter kinetik pertumbuhan kulat dalam 
fermentasi keadaan pepejal dalam penghasilan 
enzim dengan menggunakan Model Monod dan 
persamaan Leudeking-Piret 47 
3.1 Nilai pembolehubah berkod dan sebenar bagi 
pengoptimuman pembolehubah bagi penghasilan 
pektin daripada daun Nephrolepis biserrata 53 
3.2 Rekabentuk eksperimen bagi penghasilan pektin 
yang optima dengan menggunakan rekabentuk 
komposit berpusat (RBKB) bagi tiga 





3.3 Medium fermentasi keaadaan pepejal (FKP) bagi 
penghasilan ekso-poligalakturonase daripada 
Aspergillus niger 64 
3.4 Nilai berkod dan sebenar bagi pembolehubah yang 
digunakan dalam rekabentuk faktorial dua 
peringkat 67 
3.5 Reka bentuk faktorial 2-peringkat bagi 
pembolehubah bagi penghasilan aktiviti Ekso-
poligalakturonase (U/g) dalam fermentasi FKP. 68 
3.6 Nilai pembolehubah bagi pengoptimuman 
penghasilan aktiviti Ekso-poligalakturonase dan 
biojisim Aspergillus niger daripada daun 
Nephrolepis biserrata dalam fermentasi keadaan 
pepejal. 69 
3.7 Matriks RBKB bagi pengoptimuman penghasilan 
aktiviti Ekso-poligalakturonase dan biojisim 
Aspergillus niger daripada daun Nephrolepis 
biserrata dalam fermentasi keadaan pepejal 70 
4.1 Kandungan Lignoselulosa daun Nephrolepis 
biserrata 79 
4.2 Hasil ekstraksi pektin daun Nephrolepis biserrata 80 
4.3 Hasil eksperimen dan hasil pektin yang terhasil 
daripada RBKB yang dijalankan 82 
4.4 Analisis Regresi (ANOVA) bagi penghasilan 
ekstraksi pektin menggunakan RBKB 83 
4.5 Kandungan monosakarida pektin daun 
Nephrolepis biserrata 94 
4.6 Kandungan lignosellulosa daripada substrat yang 
digunakan dalam penghasilan ekso-
poligalakturonase 97 
4.7 Kesan prarawatan berbeza daun Nephrolepis 
biserrata bagi penghasilan ekso-poligalakturonase 





dengan menggunakan pektin Nephrolepis 
biserrata 
4.8 Kesan prarawatan berbeza daun Nephrolepis 
biserrata bagi aktiviti ekso-poligalakturonase dan 






4.9 Aktiviti ekso-poligalakturonase dan biojisim yang 
terhasil dengan media fermentasi tanpa 
penambahan sebarang pektin 112 
4.10 Aktiviti ekso-poligalakturonase dan biojisim yang 
terhasil dengan media fermentasi  tanpa 
penambahan pektin, penambahan pektin daun 
Nephrolepis biserrata dan pektin sitrus komersil. 113 
4.11 Rekabentuk faktorial dua peringkat bagi 
pembolehubah yang dikaji dan aktiviti ekso-
poligalakturonase (U/g) sebagai respon 115 
4.12 Analisis varian (ANOVA) bagi aktiviti ekso-
poligalakturonase menggunakan rekabentuk 
faktorial dua peringkat 118 
4.13 Rekabentuk komposit pusat pembolehubah dengan 
nilai eksperimen dan model aktiviti ekso-
poligalakturonase 128 
4.14 Analisis regresi (ANOVA) bagi pengoptimuman 
faktor pembolehubah bagi penghasilan ekso-
poligalakturonase  129 
4.15 Perbandingan penggunaan pektin sebagai pencetus 
dalam penghasilan ekso-poligalakturonase 133 
4.16 Rekabentuk komposit pusat dengan nilai 
eksperimen dan model bagi aktiviti ekso-
poligalakturonase 138 
4.17 Analisa regresi (ANOVA) bagi penghasilan 
biojisim Aspergillus niger menggunakan RBKP 
 
139 





yang dihasilkan daripada mikroorganisma dan 
substrat yang berbeza 
4.19 Nilai kinetik parameter daripada penghasilan ekso-
















NO RAJAH TAJUK HALAMAN 
   
2.1 Morfologi Aspergillus niger 13 
2.2 Klasifikasi daripada Substrat Pektik dalam dinding 
sel dan lamela tengah tisu tumbuhan 14 
2.3 Aktiviti pektinase pada substrat pektin 16 
2.4 Pokok Nephrolepis biserrata 22 
2.5  Pengaruh prarawatan terhadap biojisim 
lignoselulosa 25 
2.6 Perbezaan di antara FKP dan juga FMT 29 
2.7 Rajah skematik proses pada skala mikro yang 
berlaku semasa fermentasi keadaan pepejal (FKP) 30 
2.8 Keluk pertumbuhan mikroorganisma 41 
2.9 Plot Lineweaver-Burk 44 
2.10 Keluk hubungan antara kadar biojisim mikrob dan 
Penggunaan substrat 45 
3.1 Proses pengekstrakan pektin. 54 
3.2 Carta alir kerja prarawatan daun Nephrolepis 
biserrata untuk penghasilan ekso-





3.3 Rekabentuk keseluruhan ujikaji bagi penghasilan 
ekso-poligalakturonase oleh Aspergillus niger 
dengan menggunakan daun Nephrolepis biserrata 77 





pektin bagi kesan pH dan masa ekstraksi dengan 
suhu pada 80°C 
 
85 
4.2 Kaedah Gerak balas Permukaan hasil pektin bagi 
kesan pH dan suhu dengan masa ekstraksi pada 90 
min 87 
4.3 Kaedah Gerakbalas Permukaan hasil pektin bagi 
kesan masa ekstraksi dan suhu dengan pH 2.0 88 
4.4 Hasil kromatografi cecair berprestasi tinggi 
(HPLC) bagi penentuan monosakarida yang 
terkandung dalam pektin daun Nephrolepis 
biserrata. (1) Xilosa, (2) Ramnosa, (3) Arabinosa, 
(4) Mannosa dan (5) Galaktosa  92 
4.5 Kesan prarawatan terhadap aktiviti ekso-
poligalakturonase dan biojisim pada masa 
pengeraman: (a) – (d) dengan menggunakan pektin 
daun Nephrolepis biserrata 102 
4.6 Mikrograf SEM bagi daun Nephrolepis biserrata, 
(a) Daun segar, (b) Prarawatan autohidrolisis, dan 
(c) Daun terfermentasi dalam keadaan pepejal 106 
4.7 Kesan prarawatan terhadap aktiviti ekso-
poligalakturonase (U/g) dan biojisim pada masa 
pengeraman: (a) – (d) dengan menggunakan pektin 
sitrus komersil 109 
4.8 Plot kebarangkalian setengah normal bagi kesan 
pH (A), masa pengeraman (B), suhu (C), kepekatan 
pektin (D), saiz inokulum (E) dan kelembapan 
substrat (F) 119 
4.9 Plot kesan utama terhadap aktiviti ekso-
poligalakturonase (U/g) (a) Masa pengeraman 
(jam), (b) Suhu (
o
C), (c) Kepekatan pektin (g/L), 
(d) Kelembapan medium (%) 122 
4.10 Plot faktor interaksi yang signifikan antara (a) 







pektin, (c) dengan Masa Pengeraman – 





4.11 Kaedah Gerakbalas Permukaan pengoptimuman 
aktiviti ekso-poligalakturonase: kesan masa 
pengeraman dan suhu 130 
4.12 Kaedah Gerakbalas Permukaan pengoptimuman 
aktiviti ekso-poligalakturonase: kesan kepekatan 
pekti dan masa pengeraman 132 
4.13 Kaedah Gerakbalas Permukaan pengoptimuman 
aktiviti ekso-poligalakturonase: kesan kelembapan 
substrat dan masa pengeraman 134 
4.14 Kaedah Gerakbalas Permukaan biojisim 
Aspergillus niger (mg/gdsf): kesan masa 
pengeraman (jam) dan suhu (
o
C). 142 
4.15 Kaedah Gerakbalas Permukaan biojisim 
Aspergillus niger (mg/gdsf): kesan masa 
pengeraman (jam) dan kepekatan pektin (g/L) 142 
4.16 Kaedah Gerakbalas Permukaan biojisim 
Aspergillus niger (mg/gdsf): kesan masa 
pengeraman (jam) dan kelembapan medium (%) 143 
4.17 Aktiviti Relatif ekso-poligalakturonase daripada 
Aspergillus niger pada suhu yang berbeza 145 
4.18 Kestabilan suhu ekso-poligalakturonase mentah 
pada suhu berbeza: 30°C hingga 80°C 146 
4.19 Aktiviti Relatif ekso-poligalakturonase daripada 




4.20 Kestabilan pH terhadap ekso-poligalakturonase 
daripada Aspergillus niger pada pH berbeza: pH 3 
hingga pH 10 149 
4.21 Analisis SDS-PAGE terhadap ekso-







4.22 Aktiviti daripada jenis-jenis ekso-poligalakturonase 
oleh Aspergillus niger dengan substrat daun 
Nephrolepis biserrata (prarawatan autohidrolisis) 
pada keadaan optimum 152 
4.23 Hubungan antara kadar pertumbuhan biojisim 
Aspergillus niger dan penggunaan glukosa dalam 
Fermentasi Keadaan Pepejal pada masa 
pengeraman 24 jam hingga 192 jam 155 
4.24 Keluk linear bagi nilai µmax dan Ks daripada 
pertumbuhan Aspergillus niger dan penggunaan 
substrat 156 
4.25 (a) Graf hubungan (E – E0) melawan (S0 – S) 
menentukan pekali YE/S., (b) Graf hubungan (X – 
X0) melawan (S0 – S) menentukan pekali YX/S dan 
(c) Graf hubungan ((E – E0) melawan (X0 – X) 
















AG - Asid Galakturonat 
ANOVA - Analysis of Variance 
AUA - Anhydrouronic acid 
BSA - Bovine Serum Albumin 
CO2 - Carbon dioxide 
DE - Degree Esterification 
DNS - Dinitrosalicylic acid 
FDA - Food and Drug Administration  
FeSO4.7H2O - Ferus Sulphate Heptayhidrate 
FKP - Fermentasi Keadaan Pepejal 
FmT - Fermentasi Tenggelam 
G - Gas 
GAE - Gallic Acid Equivalent 
GRAS - Generally Recognized as Safe 
H - Haba 
HCl - Hydrogen Chloride 
HM - High Methoxyl 
H2O - Dihydrogen monoxide 
HPLC - High Performance Liquid Chromatography 
H2SO4 - Sulphuric Acid 
KGP - Kaedah Gerakbalas Permukaan 
KH2PO4 - Potassium Dihydrogen Phosphate 
L - Liquid 
LM - Low Methoxyl 





MeO - Methoxyl  
MgSO4.7H2O - Magnesium Sulphate Heptahydrate 
NaOH - Sodium hydroxide 
NH3 - Ammonia 
(NH4)2SO4 - Ammonium Sulphate 
O2 - Oxygen 
PAGE - Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
PDA - Potato Dextrose Aga 
PME - Pektin Metil Esterase 
PMR - Pektin Metoksil Rendah. 
PMT - Pektin Metoksil Tinggi  
RBKB - Rekabentuk Komposit Berpusat 
Rm - Ramnosa 
SDS - Sodium  Dodecyl Sulphate 
SEM - Scanning Electron Microscopy 
T - Temperature 
TM - Tahap Metilasi 
TP - Tahap Pengesteran 

















μg  - Mikrogram 
μL  - Mikroliter 
μmol  - Mikromol 
0
C - Darjah selsius  
g/L  - Gram per liter  
g - Gram 
v/v - Isi padu per isi padu 
g/g - Gram/gram 
kDa - Kilo dalton  
kg  - Kilogram 
min  - Minit 
ml - Mililiter  
mm - Milimeter  
mM  - Milimolar  
P - Jumlah ekstrak  pektin   
B - Jumlah awal sampel daun kering  
nm  - Nanometer 
OD  - Ketumpatan optik  
psm - Putaran seminit  
U/g  - Unit per gram 
R
2
 - Pekali regresi 
mg/gdsf - Miligram per gram berat kering substrat fermentasi 
μ - Kadar pertumbuhan spesifik 
μmax - Kadar pertumbuhan maksimum 





S - Jumlah Penggunaan Substrat 
YE/S - Kadar penghasilan enzim terhadap penggunaan substrat 
YE/X - Kadar penghasilan enzim terhadap pertumbuhan sel 
YX/S - Kadar penggunaan substrat terhadap  pertumbuhan sel 
E - Jumlah penghasilan enzim 
X  Jumlah biojisim 
∆X - Perubahan jumlah biojisim 
∆E - Perubahan jumlah penghasilan enzim 
∆S - Perubahan jumlah penggunaan substrat 
qE - Kadar penghasilan spesifik 
qS - Kadar penggunaan substrat spesifik 
g/(g.h) - Gram per gram dalam jam. 
U/(g.h) - Unit per gram dalam jam 
U/(mg.h) - Unit per miligram dalam jam 

















LAMPIRAN TAJUK HALAMAN 
   
A Fraksinasi dan pencirian pektin 192 
B Penghitungan spora menggunakan hemositometer 196 
C1 Rekabentuk eksperimen bagi pengoptimuman 
penghasilan ekso-poligalakturonase oleh 
Aspergillus niger menggunakan pendekatan Kaedah 
Komposit Berpusat. 198 
C2 Pengiraan Aktiviti Enzim Pektinase 199 
C3 Kaedah DNS 200 
C4 Kaedah Lowry 202 
D Penentuan Biojisim Aspergillus niger menggunakan 
kaedah NAG 204 
E1 Komposisi Penimbal 207 
E2 Penyediaan SDS-PAGE 209 
E3 Metodologi kajian bagi pencirian separa daripada 
ekso-polgalakturonase mentah oleh  
Aspergillus niger 211 
F Kadar kinetik pertumbuhan Aspergillus niger, 
penggunaan glukosa dan biojisim Aspergillus niger 
dan aktiviti ekso-poligalakturonase 212 
G Surat Maklumat Hasil Identifikasi daun 
 Nephrolepis biserrata 213 


















1.1 Latar belakang Kajian 
 
 
Pektinase merupakan salah satu enzim komersial yang terdapat di pasaran 
dan berfungsi untuk memecahkan pektin iaitu sejenis substrat polisakarida yang 
terdapat di dalam dinding sel tumbuhan. Enzim ini memecahkan asid 
poligalakturonik menjadi asid monogalakturonik dengan membuka hubungan 
glikosidik (Akhter et al., 2011).  Pektinase secara umumnya menghidrolisis bahan 
pektik bergantung kepada keupayaannya bagi penggunaan substrat (pektin dan asid 
pektik) dan juga mekanisme operasinya (hidrolisis atau trans-eliminasi) (Rezazadeh 
et al., 2010). 
 
 
Pada asasnya, pektinase atau enzim pektinase boleh dibahagikan kepada tiga 
kumpulan yang lebih luas iaitu: i) Protopektinasis yang mengdegradasikan 
protopektin tidak larut dan meningkatkan polimerisasi pektin larut, ii) Esterasis yang 
dapat memangkinkan diesterifikasi pektin dengan menyahkan metoksil ester dan iii) 
Dipolimerasi menjadi pemangkin belahan hidrolitik ikatan glikosidik α-(1-4) dalam 
asid D-galakturonik bahan pektik (Jayani et al., 2005).  Bahan pektin mengandungi 
pektin dan asid pektik. Rantaian utama pektin adalah sebahagiannya metil 
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esterifikasi-1, 4, D-galakturonan. Dimetilasi pektin dikenali sebagai asid pektik atau 
asid poligalakturonik (Sieiro et al., 2012). 
 
 
Pektin merupakan pembolehubah polisakarida kompleks yang diekstrak 
daripada dinding sel utama tumbuh-tumbuhan (Helena et al., 2005). Pektin 
mempunyai fungsi dalam pertumbuhan pokok, morfologi, perkembangan dan 
pertahanan. Pektin terdiri daripada hasil esterifikasi asid D-galakturonik pada 
rantaian (1-4) yang mana kumpulan-kumpulan asid di sepanjang rantaian tersebut, 
sebahagian besarnya ter-esterifikasi dengan kumpulan metoksil (Ralet et al., 2001). 
Struktur dan komposisi kimia dan jumlah pektin berbeza di antara tumbuh-tumbuhan 
dari masa ke semasa dan juga berbeza di bahagian tumbuhan yang berlainan. Ketika 
buah-buahan ranum, pektin dipecahkan oleh enzim pektinase dan pektin esterase 
menyebabkan proses di mana buah-buahan menjadi lebih lembut (Srivastava dan 
Malviya, 2011). Secara umumnya menunjukkan bahawa pektin berfungsi sebagai 
agen pembentukan gel dan penstabil polimer dalam makanan bagi pelbagai produk 
khusus makanan selain pelbagai kegunaan dalam bioperubatan. Proses pengekstrakan 
adalah operasi yang paling penting untuk mendapatkan pektin daripada tisu 
tumbuhan. Pengekstrakan pektin melibatkan pelbagai peringkat proses fizikal-kimia 
di mana hidrolisis dan pengekstrakan makromolekul pektin daripada tisu tumbuhan 
dan kelarutan mereka mengambil masa di bawah pengaruh faktor-faktor yang 
berbeza, terutamanya pH, masa fermentasi dan suhu (Kliemann et al., 2009). 
 
 
Pektinase dihasilkan daripada pelbagai jenis mikroorganisma yang 
menggunakan pektin sebagai sumber karbon (Tariq dan Reyaz, 2012). Terdapat 
pelbagai sisa pertanian dan agro-industri digunakan sebagai sumber karbon untuk 
merangsang penghasilan pektinase oleh mikroorganisma (Hannan et al., 2009). Sisa 
pertanian dan agro-industri ini merupakan bahan semulajadi kompleks yang terdiri 
daripada tiga komponen utama iaitu hemiselulosa, lignin dan selulosa. Secara 
umumnya, tiga komponen utama dinding sel tersebut juga dinamakan sebagai 
lignosellulosa. Contoh-contoh lignoselulosa yang digunakan dalam penghasilan 
pektin adalah seperti hampas tebu, hampas oren, dedak gandum, bran beras, jerami 
jagung, bijiran, kulit buah-buahan dan kulit sayur-sayuran (Bansal et al., 2011). 
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Lignosellulosa daripada sisa pertanian dan agro-industri yang kaya dengan gula dan 
nutrien ini boleh menyokong pertumbuhan mikroorganisma dan boleh juga 
menghasilkan pelbagai enzim yang berharga, seperti penghasilan enzim pektinase 
dalam fermentasi keadaan pepejal (FKP) daripada  mikroorganisma (Maller et al., 
2012). Selain itu, kajian tentang penghasilan pektinase dengan menggunakan ekstrak 
pektin daripada sisa pertanian seperti kulit bahan sitrus, daun cincau hijau (Premna 
oblongi folia Merr.), kulit durian (Durio zibethinus), kacang soya dan pomase telah 
dikaji secara meluas (El-Nawawi et al., 1987; Nurdin et al., 2005; Weng et al., 2009; 
Singh et al., 2011 dan Lim et al., 2012).  
 
 
Pelbagai bakteria patogenik-tumbuhan, kulat dan yis dapat menghasilkan 
enzim pektinase (Patil et al., 2012; Yadav et al., 2009).  Bakteria seperti Bacillus sp., 
Clostridium sp. dan kulat seperti Aspergillus sp., Penicillium sp. serta yis 
Saccharomyces dan Candida telah dilaporkan mempunyai keupayaan yang tinggi 
dalam menghasilkan enzim-enzim pektinase (Lang dan Dornenburg, 2000). Walau 
bagaimanapun,  Aspergillus niger adalah strain yang  biasa digunakan dalam industri 
penghasilan pektinase (Da Silva et al., 2005). Tambahan pula, Aspergilus niger telah 
diiktiraf sebagai mikroorganisma yang selamat untuk digunakan dalam industri 
pemprosesan makanan, serta bukan patogenik dan juga bukan toksigenik oleh 
Pentadbiran Makanan dan Ubat-Ubatan (FDA) US (Sharma, 2012; Schuster et al., 
2002; Weihong et al., 2005). 
 
 
Pada asasnya, Aspergillus niger boleh dikultur dengan dua kaedah fermentasi 
yang berbeza iaitu fermentasi tenggelam (FmT) atau fermentasi keadaan pepejal 
(FKP), bagi penghasilan pektinase. Perbandingan beberapa laporan penghasilan 
pektinase antara dua kaedah tersebut menunjukkan bahawa fermentasi keadaan 
pepejal adalah lebih baik kerana pembentukan produk berlaku pada permukaan 
hampir ketiadaan air (Martin et al., 2004).  Beberapa kajian terdahulu juga telah 
menunjukkan tentang keupayaan kulat Aspergillus niger bagi penghasilan pektinase 
dengan menggunakan pulpa gula bit, air sisa daripada produksi monosodium 
glutamat; dedak gandum, hampas tebu, dan kulit oren dalam fermentasi keadaan 
pepejal (Bay et al., 2004; Alcantara et al., 2010; Kumar et al., 2008; 
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Baladhandayutham et al., 2011; Maciel et al., 2011; Vashanti dan 
Meenakshisundaran, 2012 dan Mrudula et al., 2011). Di samping itu, terdapat juga 
kajian yang telah dilakukan dalam penghasilan poligalakturonase oleh kulat 
Aspergillus awamori dalam fermentasi keadaan pepejal menggunakan sisa buah-
buahan yang berbeza yang kaya dengan pektin seperti epal, kulit pisang, kulit limau 
(oren), kulit nangka, kulit mangga dan kulit nanas (Padma et al., 2012).  
 
 
Di antara kajian yang telah dilaporkan sebelum ini hanya melibatkan sumber 
pektin yang digunakan daripada buah-buahan dan sisa pertanian untuk penghasilan 
pektinase dan penyelidikan mengenai pengekstrakan pektin serta penghasilan 
pektinase daripada daun Nephrolepis biserrata belum lagi diterokai. Nephrolepis 
biserrata juga dikenali sebagai pakis liar yang tumbuh di bawah pokok sawit dan di 
lereng-lereng bukit sangat mudah diperolehi di Malaysia dan di negara-negara 
pertanian yang lain. Kajian daripada Essuman et al. (2014) mendapati bahawa tepung 
daun Nephrolepis biserrata mengandungi karbohidrat yang tinggi iaitu sebanyak 
43.01% (g/g). Oleh itu, pengekstrakan, pencirian dan pengoptimuman daun 
Nephrolepis biserrata sebagai sumber pektin serta kegunaannya dalam penghasilan 





1.2 Pernyataan Masalah 
 
 
Penghasilan pektinase daripada sisa agro-industri telah pun mantap dan telah 
dikaji oleh ramai penyelidik.  Selain itu, sumber pektin yang kerap digunakan di 
dalam penghasian pektinase adalah terdiri daripada buah-buahan atau bahan 
buangannya seperti kulit oren dan kulit epal. Sementara itu, di Malaysia, oren dan 
epal bukanlah merupakan buah-buahan tempatan. Namun, bahan-bahan lignoselulosa 
boleh didapati dengan banyaknya di Malaysia dan juga di negara-negara tropika yang 
belum lagi diterokai sepenuhnya. Oleh itu, bahan-bahan lignoselulosa ini boleh dikaji 
sebagai sumber alternatif bagi penghasilan pektinase secara umumnya dan juga ekso-
5 
poligalakturonase khasnya. Penggunaan bahan lignosellulosa seperti daun 
Nephrolepis biserrata yang dicadangkan dalam kajian ini untuk penghasilan ekso-
poligalakturonase dan juga untuk pengekstrakan pektin dipilih kerana kandungan 
asid amino yang tinggi serta boleh diperolehi dengan mudah.  
 
 
Kajian awal menunjukkan bahawa daun Nephrolepis biserrata mengandungi 
lignosellulosa yang boleh ditukar menjadi produk yang lebih berharga seperti pektin. 
Di samping itu, daun Nephrolepis biserrata telah digunakan sebagai anti-oksidan dan 
juga ubat makan terapeutik bagi wanita hamil. Jadi, ia adalah selamat untuk tujuan 
farmaseutikal dan makanan. Oleh itu, daun Nephrolepis biserrata digunakan sebagai 
substrat dalam kajian ini untuk penghasilan pektinase menggunakan Aspergillus 
niger dalam fermentasi keadaan pepejal. Pektin dari daun Nephrolepis biserrata 
harus terlebih dahulu diekstrak dan parameter juga perlu dioptimumkan. Pektin yang 
diekstrak ini digunakan untuk penghasilan pektinase dalam proses fermentasi.  
Kesemua parameter operasi dan juga komposisi media bagi proses fermenntasi 
seperti pH, masa pengeraman, suhu, kepekatan pektin, kandungan kelembapan dan 
saiz inokulum daripada spora perlu dioptimumkan untuk penghasilan ekso-
poligalakturonase. Kajian ini perlu dilaksanakan kerana penggunaan bahan 
lignoselulosa seperti daun Nephrolepis biserrata sebagai sumber karbon boleh 
menjadi sumber alternatif selain buah-buahan dan sisanya bagi penghasilan pektin 














1.3 Objektif Kajian 
 
 
Objektif  utama kajian ini adalah untuk mengoptimumkan penghasilan 
ekso-poligalakturonase oleh Aspergillus niger dengan menggunakan ekstrak 
pektin daun Nephrolepis biserrata dalam Fermentasi Keadaan Pepejal. 
Berikut adalah objektif spesifik bagi kajian ini: 
 
1. Mengekstrak pektin daripada daun Nephrolepis biserrata dan 
pengoptimuman parameter yang terlibat dalam proses pengekstrakan.  
2. Mengoptimumkan penghasilan ekso-poligalakturonase oleh Aspergillus 
niger dengan menggunakan pektin yang diekstrak daripada daun 
Nephrolepis biserrata dalam Fermentasi Keadaan Pepejal (FKP). 
3. Menentukan pencirian separa ekso-poligalakturonase yang terhasil 
daripada proses fermentasi yang dijalankan. 
4. Menentukan pemalar dan pekali kinetik pertumbuhan bagi Aspergillus 






1.4 Skop Kajian 
 
 
Bagi mencapai objektif kajian ini, skop kajian adalah seperti berikut: 
 
1. Pengekstrakan pektin daripada daun Nephrolepis biserrata dengan 
menggunakan pengekstrakan ‘Modified Method’ (Rehman et al., 2004) 
dan pengoptimuman proses parameter dengan menggunakan Rekabentuk 
komposit berpusat (RBKB). 
2. Pengoptimuman penghasilan ekso-poligalakturonase adalah terdiri 
daripada pH, suhu, masa pengeraman, kepekatan pektin, kandungan 
kelembapan dan saiz inokulum spora dengan menggunakan Kaedah 
7 
Gerakbalas Permukaan (KGP). Penghasilan ekso-poligalakturonase 
dijalankan dalam Fermentasi Keadaan Pepejal (FKP) daripada 
Aspergillus niger.  
3. Pencirian enzim ekso-poligalakturonase yang dihasilkan adalah terdiri 
daripada kajian terhadap kesan optimum pH dan suhu ke atas aktiviti 
enzim, kestabilan pH dan suhu dan juga penentuan berat molekul yang 
dijalankan melalui kaedah SDS-PAGE. 
4. Pemalar dan pekali kinetik pertumbuhan Aspergillus niger semasa proses 
fermentasi dalam penghasilan ekso-poligalakturonase daripada pektin 
dan substrat daun Nephrolepis biserrata ditentukan dengan menggunakan 






















Pektinase (EC 3.2.1.15)  adalah sekumpulan enzim yang menguraikan pektin 
sebagai struktur polisakarida daripada tisu tanaman menjadi molekul sederhana 
seperti asid galakturonik (Pedrolli et al., 2009). Pektinase atau pektinolitik secara 
semulajadi adalah dihasilkan oleh tumbuhan, filamen kulat, bakteria dan yis (Maciel 
et al., 2013). Peranan pektinase yang utama dalam industri jus adalah bagi 
penjernihan dan pengurangan kelikatan dalam penghasilan jus buah-buahan serta 
mempunyai pelbagai aplikasi bioteknologi (Tapre dan Jain, 2014). 
 
 
Berdasarkan mod tindakbalas dan jenis substrat yang digunakan, enzim 
pektinase atau pektinolitik ini boleh dibahagikan kepada tiga jenis iaitu 
protopektinase, esterase dan depolimerase. Protopektinase merupakan enzim yang 
melarutkan protopektin dengan membentuk pektin larut. Esterase pula (terdiri 
daripada pektin metil esterases dan pektin asetil esterases) adalah enzim yang 
menyahkan metoksil dan sisa asetil daripada pektin sehingga terbentuknya asid 
poligalakturonik. Pektin metil esterase atau pektinesterase (EC 3.1.1.11) ini 
memangkinkan proses nyahesterifikasikan kumpulan pektin bermetoksil dan 
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membentuk asid pektik dan metanol.  Manakala pektin asetil esterase (EC 3.1.1.6) 
pula menghidrolisis ester asetil pektin bagi membentuk asid pektik dan asetat. Jenis 
yang ketiga adalah depolimerase yang merupakan enzim pektinase yang memutuskan 
ikatan α-(1-4) glikosidik antara sisa galakturonik melalui hidrolisis 
(Poligalakturonase) dan trans-eliminasi (terdiri daripada Pektat liase dan Pektin liase) 
(Sieiro et al., 2012). Pektat liase ini memotong hujung glikosidik pada asid 
poligalakturonik dan membentuk hasil tak tepu (α- 4.5-D-galakturonat) melalui 
reaksi trans-eliminasi dan diklasifikasikan sebagai endo-pektat liase (EC 4.2.2.2) 
yang bertindak terhadap substrat secara rawak, dan ekso-pektat liase (EC 4.2.2.9) 
yang menjadi pemangkin pembahagian substrat. Manakala pektin liase pula 
memangkinkan pembahagian pektin secara rawak pada hujung pengesteran pektin 
tinggi dan menghasilkan metil oligogalakturonat tak tepu melalui trans-eliminasi dari 
glikosidik.  Sehingga kini, semua pektin liases yang dilaporkan adalah endo-pektin 
liase (EC 4.2.2.10) (Maciel et al., 2011).  Ringkasan bagi jenis-jenis pektinase yang 
dibincangkan ditunjukkan di dalam Jadual 2.1.  
 
 











Protopektinase  Protopektin Hidrolisis Pektin 
Esterase     
Pektin metil  
esterase 
3.1.1.11 Pektin Hidrolisis Asid Pektik+ metanol 
Pektin metil 
 esterase 
3.1.1.6 Pektin Hidrolisis Asid Pektik+ metanol 
Depolimerase     
Hidrolisis     
Endo-
poligalakturonase 
3.2.1.1.5 Asid Pektik Hidrolisis Oligo-galakturonat 
Ekso-
poligalakturonase 
3.2.1.6.7 Asid Pektik Hidrolisis Mono-galakturonat 
Liasis     
Endo-Pektatliase 




4.2.2.9 Asid Pektik Trans-eliminasi 
Oligo-galakturonat tak  
tepu 
Endo-pektinliase 
4.2.2.10 Asid Pektik Trans-eliminasi 




2.2  Mekanisme Tindakbalas Pektinase 
 
 
Secara umumnya terdapat dua mekanisme tindak balas asas bagi pektinase 
iaitu hidrolisis dan trans-eliminasi (Jadual 2.1). Mekanisme hidrolisis memerlukan 
kehadiran air manakala berbeza dengan mekanisme trans-eliminasi yang bertindak 
balas tanpa kehadiran air serta memberikan produk dengan ikatan berganda. 
 
 
Pektin metilesterase (EC 3.1.1.11) bertindakbalas ke atas pektin untuk 
mengeliminasi kumpulan bermetoksil C-6 daripada kumpulan karboksil unit 
galakturonat melalui tindakbalas hidrolisis.  Produk akhir tindakbalas tersebut adalah 
asid pektin, metanol dan H
+
 daripada pengionan kumpulan karboksil.  Pembebasan 
H
+
 daripada kumpulan karboksil ini akan mengurangkan pH media tindak balas.  
Oleh itu, aktiviti pektin metilesterase boleh ditentukan dengan pengukuran pH 









Pektin asetilesterase pula menghidrolisis pektin dengan membebaskan 
kumpulan asetil daripada C2 dan kumpulan hidroksil unit galakturonat daripada C3.  
Endo-poligalakturonase (EC 3.2.1.15) dan ekso-poligalakturonase (EC 3.2.1.67) 
seterusnya menghidrolisis ikatan dalaman glikosidik daripada poligalakturonat.  
Produk tindak balas ini merupakan satu siri poligalakturonat saiz pertengahan (untuk 












Pektinase merupakan enzim yang penting dalam industri makanan dan
perubatan. Penghasilan pektinase daripada mikroorganisma secara fermentasi
memerlukan pektin sebagai pencetus yang biasanya diperoleh daripada ekstrak sitrus.
Namun, keupayaan lignoselulosa dalam penghasilan pektin belum banyak lagi
diterokai. Oleh yang demikian, kajian ini dijalankan bagi menghasilkan enzim ekso-
poligalakturonase (iaitu salah satu daripada jenis enzim pektinase) daripada
Aspergillus niger dengan menggunakan pektin yang diekstrak daripada daun
Nephrolepis biserrata (sejenis tumbuhan paku-pakis) yang boleh didapati dengan
banyak di negara-negara tropika dan subtropika. Dalam kajian ini, pengekstrakan
daun Nephrolepis biserrata telah menunjukkan penghasilan pektin optimum iaitu
pada 8.16% (glg) dengan pH 1.5, masa pengekstrakan pada76.32 min dan suhu pada
100 "C. Pektin ini dicirikan dan seterusnya dibandingkan dengan pektin sitrus
komersil apabila digunakan di dalam fermentasi keadaan pepejal bagi menghasilkan
ekso-poligalakturonase daripada Aspergillus niger. Selain itu, daun Nephrolepis
biserrata juga turut dirawat dan digunakan sebagai substrat di samping media
fermentasi yang digunakan. Rekabentuk komposit berpusat telah digunakan untuk
mengoptimumkan empat pembolehubah signifikan hasil daripada proses penyaringan
serta dapat memberi kesan terhadap penghasilan ekso-poligalakturonase. Empat
pembolehubah itu termasuk masa pengeraman, suhu, kepekatan pektin dan
kelembapan medium. Penghasilan ekso-poligalakturonase yang diperoleh adalah
optimum pada 54,64 ulg pada masa pengeraman 120 jam, suhu pada 34 oc,
kepekatan pektin 5.0 g/L dan juga 75.62% kandungan kelembapan medium. Bagi
pencirian separa ekso-poligalakturonase, suhu dan pH optimum masing-masing
diperoleh pada 50 oC dan pH 4.0. Kestabilan suhu aktiviti ekso-poligalakturonase
oleh Aspergillus niger pula diperolehi pada suhu 40 oC hingga 50 uC sehingga 50
min masa pengeraman enzim. Ekso-poligalakturonase juga stabil pada pH 3 hingga
pH 7 selepas 120 min pengeraman, di mana aktiviti relatifnya masih melebihi 70%.
Seterusnya, pemalar dan pekali pertumbuhan kinetik diperoleh daripada Model
Monod dan persamaan Leudeking Piret dengan nilai irn.u* : 0.043 per jam, Ks :
0.473 g/L, Ya75:0.1,49 mglg, Ye/s: 16.43 UIL dan YsTy:114.4 U/mg. Nilai kadar
spesifik penghasilan enzim pula adalah pada qs:4.79 u/(mg.h) dan kadar spesifik
penggunaan glukosa pada gs : 0.289 g/(mg.h). Oleh yang demikian, boleh
disimpulkan bahawa daun Nephrolepis biserrata yang mengandungi pektin boleh
bertindak sebagai substrat untuk penghasilan ekso-poligalakturonase dalam
fermentasi keadaan pepejal oleh Asperfillui niger.
ABSTRACT
Pectinase is an important enzyme especially in food and medicinal industries.
Production of pectinase from fermentation of microorganisms requires pectin as an
inducer, which is usually derived from citrus extracts. However, the ability of
lignocellulosic material to produce pectin has not been much explored. Therefore,
this study was conducted to produce exo-polygalacturonase enzymes (one of the
pectinase enzymes) from Aspergillus niger using pectin extracted from the
Nephrolepis biserrata leaves (a type of fern) which are available in abundance in the
tropical and subtropical countries. In this study, the optimum production for the
extraction of pectin from Nephrolepis biserrata leaves was 8.16% (glg with pH of
1"5, extraction time a:76.32 min and temperature at 100 oC. The pectin was further
characterrzed and compared with a commercial pectin when it was used in solid state
fermentation to produce exo-polygalacturonase from Aspergillus niger. In addition,
the Nephrolepis biserrataleaves were also treated and used as substrates in addition
to the fermentation media used. The central composite design was used to optimize
four significant variables resulted from the screening process that has been analyzed
for production of exo-polygalacturonase. The variables included incubation time,
temperature, concentration of pectin and moisture content. The optimum exo-
polygalacturonase production was obtained at 54.64 U/g with the conditions of the
significant variables as 120 h of incubation time, 34 oC, 5.0 glL of pectin
concentration and 75.26% of moisture content. For partial characterization of exo-
polygalacturonase, the optimum temperature and pH were found to be 50 oC and pH
of 4.0, respectively. Temperature stability of exo-polygalacturonase activity by
Aspergillus niger was achieved at 40 oC to 50 'C up to 60 min of the incubation
time. Exo-polygalacturonase was stable at pH of 3 to pH of 7 after 120 min of
incubation, with the relative activity above 70o/o. Later, the kinetic constants and
coefficients were determined from the Monod Model and Leudeking Piret equation
Ypx : 114.4 Ulmg. The value of specific enzyme levels were determined at, qr :
4.79 Ul(mg.h) and the specific glucose consumption rate it qr : 0.289 g/(mg.h).
Therefore, it can be concluded that l,{ephrolepis biserrata leaves contains pectin can
act as a substrate for the production of exo-polygalacturonase in solid-state
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1.1 Latar belakang Kajian 
 
 
Pektinase merupakan salah satu enzim komersial yang terdapat di pasaran 
dan berfungsi untuk memecahkan pektin iaitu sejenis substrat polisakarida yang 
terdapat di dalam dinding sel tumbuhan. Enzim ini memecahkan asid 
poligalakturonik menjadi asid monogalakturonik dengan membuka hubungan 
glikosidik (Akhter et al., 2011).  Pektinase secara umumnya menghidrolisis bahan 
pektik bergantung kepada keupayaannya bagi penggunaan substrat (pektin dan asid 
pektik) dan juga mekanisme operasinya (hidrolisis atau trans-eliminasi) (Rezazadeh 
et al., 2010). 
 
 
Pada asasnya, pektinase atau enzim pektinase boleh dibahagikan kepada tiga 
kumpulan yang lebih luas iaitu: i) Protopektinasis yang mengdegradasikan 
protopektin tidak larut dan meningkatkan polimerisasi pektin larut, ii) Esterasis yang 
dapat memangkinkan diesterifikasi pektin dengan menyahkan metoksil ester dan iii) 
Dipolimerasi menjadi pemangkin belahan hidrolitik ikatan glikosidik α-(1-4) dalam 
asid D-galakturonik bahan pektik (Jayani et al., 2005).  Bahan pektin mengandungi 




esterifikasi-1, 4, D-galakturonan. Dimetilasi pektin dikenali sebagai asid pektik atau 
asid poligalakturonik (Sieiro et al., 2012). 
 
 
Pektin merupakan pembolehubah polisakarida kompleks yang diekstrak 
daripada dinding sel utama tumbuh-tumbuhan (Helena et al., 2005). Pektin 
mempunyai fungsi dalam pertumbuhan pokok, morfologi, perkembangan dan 
pertahanan. Pektin terdiri daripada hasil esterifikasi asid D-galakturonik pada 
rantaian (1-4) yang mana kumpulan-kumpulan asid di sepanjang rantaian tersebut, 
sebahagian besarnya ter-esterifikasi dengan kumpulan metoksil (Ralet et al., 2001). 
Struktur dan komposisi kimia dan jumlah pektin berbeza di antara tumbuh-tumbuhan 
dari masa ke semasa dan juga berbeza di bahagian tumbuhan yang berlainan. Ketika 
buah-buahan ranum, pektin dipecahkan oleh enzim pektinase dan pektin esterase 
menyebabkan proses di mana buah-buahan menjadi lebih lembut (Srivastava dan 
Malviya, 2011). Secara umumnya menunjukkan bahawa pektin berfungsi sebagai 
agen pembentukan gel dan penstabil polimer dalam makanan bagi pelbagai produk 
khusus makanan selain pelbagai kegunaan dalam bioperubatan. Proses pengekstrakan 
adalah operasi yang paling penting untuk mendapatkan pektin daripada tisu 
tumbuhan. Pengekstrakan pektin melibatkan pelbagai peringkat proses fizikal-kimia 
di mana hidrolisis dan pengekstrakan makromolekul pektin daripada tisu tumbuhan 
dan kelarutan mereka mengambil masa di bawah pengaruh faktor-faktor yang 
berbeza, terutamanya pH, masa fermentasi dan suhu (Kliemann et al., 2009). 
 
 
Pektinase dihasilkan daripada pelbagai jenis mikroorganisma yang 
menggunakan pektin sebagai sumber karbon (Tariq dan Reyaz, 2012). Terdapat 
pelbagai sisa pertanian dan agro-industri digunakan sebagai sumber karbon untuk 
merangsang penghasilan pektinase oleh mikroorganisma (Hannan et al., 2009). Sisa 
pertanian dan agro-industri ini merupakan bahan semulajadi kompleks yang terdiri 
daripada tiga komponen utama iaitu hemiselulosa, lignin dan selulosa. Secara 
umumnya, tiga komponen utama dinding sel tersebut juga dinamakan sebagai 
lignosellulosa. Contoh-contoh lignoselulosa yang digunakan dalam penghasilan 
pektin adalah seperti hampas tebu, hampas oren, dedak gandum, bran beras, jerami 




Lignosellulosa daripada sisa pertanian dan agro-industri yang kaya dengan gula dan 
nutrien ini boleh menyokong pertumbuhan mikroorganisma dan boleh juga 
menghasilkan pelbagai enzim yang berharga, seperti penghasilan enzim pektinase 
dalam fermentasi keadaan pepejal (FKP) daripada  mikroorganisma (Maller et al., 
2012). Selain itu, kajian tentang penghasilan pektinase dengan menggunakan ekstrak 
pektin daripada sisa pertanian seperti kulit bahan sitrus, daun cincau hijau (Premna 
oblongi folia Merr.), kulit durian (Durio zibethinus), kacang soya dan pomase telah 
dikaji secara meluas (El-Nawawi et al., 1987; Nurdin et al., 2005; Weng et al., 2009; 
Singh et al., 2011 dan Lim et al., 2012).  
 
 
Pelbagai bakteria patogenik-tumbuhan, kulat dan yis dapat menghasilkan 
enzim pektinase (Patil et al., 2012; Yadav et al., 2009).  Bakteria seperti Bacillus sp., 
Clostridium sp. dan kulat seperti Aspergillus sp., Penicillium sp. serta yis 
Saccharomyces dan Candida telah dilaporkan mempunyai keupayaan yang tinggi 
dalam menghasilkan enzim-enzim pektinase (Lang dan Dornenburg, 2000). Walau 
bagaimanapun,  Aspergillus niger adalah strain yang  biasa digunakan dalam industri 
penghasilan pektinase (Da Silva et al., 2005). Tambahan pula, Aspergilus niger telah 
diiktiraf sebagai mikroorganisma yang selamat untuk digunakan dalam industri 
pemprosesan makanan, serta bukan patogenik dan juga bukan toksigenik oleh 
Pentadbiran Makanan dan Ubat-Ubatan (FDA) US (Sharma, 2012; Schuster et al., 
2002; Weihong et al., 2005). 
 
 
Pada asasnya, Aspergillus niger boleh dikultur dengan dua kaedah fermentasi 
yang berbeza iaitu fermentasi tenggelam (FmT) atau fermentasi keadaan pepejal 
(FKP), bagi penghasilan pektinase. Perbandingan beberapa laporan penghasilan 
pektinase antara dua kaedah tersebut menunjukkan bahawa fermentasi keadaan 
pepejal adalah lebih baik kerana pembentukan produk berlaku pada permukaan 
hampir ketiadaan air (Martin et al., 2004).  Beberapa kajian terdahulu juga telah 
menunjukkan tentang keupayaan kulat Aspergillus niger bagi penghasilan pektinase 
dengan menggunakan pulpa gula bit, air sisa daripada produksi monosodium 
glutamat; dedak gandum, hampas tebu, dan kulit oren dalam fermentasi keadaan 




Baladhandayutham et al., 2011; Maciel et al., 2011; Vashanti dan 
Meenakshisundaran, 2012 dan Mrudula et al., 2011). Di samping itu, terdapat juga 
kajian yang telah dilakukan dalam penghasilan poligalakturonase oleh kulat 
Aspergillus awamori dalam fermentasi keadaan pepejal menggunakan sisa buah-
buahan yang berbeza yang kaya dengan pektin seperti epal, kulit pisang, kulit limau 
(oren), kulit nangka, kulit mangga dan kulit nanas (Padma et al., 2012).  
 
 
Di antara kajian yang telah dilaporkan sebelum ini hanya melibatkan sumber 
pektin yang digunakan daripada buah-buahan dan sisa pertanian untuk penghasilan 
pektinase dan penyelidikan mengenai pengekstrakan pektin serta penghasilan 
pektinase daripada daun Nephrolepis biserrata belum lagi diterokai. Nephrolepis 
biserrata juga dikenali sebagai pakis liar yang tumbuh di bawah pokok sawit dan di 
lereng-lereng bukit sangat mudah diperolehi di Malaysia dan di negara-negara 
pertanian yang lain. Kajian daripada Essuman et al. (2014) mendapati bahawa tepung 
daun Nephrolepis biserrata mengandungi karbohidrat yang tinggi iaitu sebanyak 
43.01% (g/g). Oleh itu, pengekstrakan, pencirian dan pengoptimuman daun 
Nephrolepis biserrata sebagai sumber pektin serta kegunaannya dalam penghasilan 





1.2 Pernyataan Masalah 
 
 
Penghasilan pektinase daripada sisa agro-industri telah pun mantap dan telah 
dikaji oleh ramai penyelidik.  Selain itu, sumber pektin yang kerap digunakan di 
dalam penghasian pektinase adalah terdiri daripada buah-buahan atau bahan 
buangannya seperti kulit oren dan kulit epal. Sementara itu, di Malaysia, oren dan 
epal bukanlah merupakan buah-buahan tempatan. Namun, bahan-bahan lignoselulosa 
boleh didapati dengan banyaknya di Malaysia dan juga di negara-negara tropika yang 
belum lagi diterokai sepenuhnya. Oleh itu, bahan-bahan lignoselulosa ini boleh dikaji 




poligalakturonase khasnya. Penggunaan bahan lignosellulosa seperti daun 
Nephrolepis biserrata yang dicadangkan dalam kajian ini untuk penghasilan ekso-
poligalakturonase dan juga untuk pengekstrakan pektin dipilih kerana kandungan 
asid amino yang tinggi serta boleh diperolehi dengan mudah.  
 
 
Kajian awal menunjukkan bahawa daun Nephrolepis biserrata mengandungi 
lignosellulosa yang boleh ditukar menjadi produk yang lebih berharga seperti pektin. 
Di samping itu, daun Nephrolepis biserrata telah digunakan sebagai anti-oksidan dan 
juga ubat makan terapeutik bagi wanita hamil. Jadi, ia adalah selamat untuk tujuan 
farmaseutikal dan makanan. Oleh itu, daun Nephrolepis biserrata digunakan sebagai 
substrat dalam kajian ini untuk penghasilan pektinase menggunakan Aspergillus 
niger dalam fermentasi keadaan pepejal. Pektin dari daun Nephrolepis biserrata 
harus terlebih dahulu diekstrak dan parameter juga perlu dioptimumkan. Pektin yang 
diekstrak ini digunakan untuk penghasilan pektinase dalam proses fermentasi.  
Kesemua parameter operasi dan juga komposisi media bagi proses fermenntasi 
seperti pH, masa pengeraman, suhu, kepekatan pektin, kandungan kelembapan dan 
saiz inokulum daripada spora perlu dioptimumkan untuk penghasilan ekso-
poligalakturonase. Kajian ini perlu dilaksanakan kerana penggunaan bahan 
lignoselulosa seperti daun Nephrolepis biserrata sebagai sumber karbon boleh 
menjadi sumber alternatif selain buah-buahan dan sisanya bagi penghasilan pektin 
















1.3 Objektif Kajian 
 
 
Objektif  utama kajian ini adalah untuk mengoptimumkan penghasilan 
ekso-poligalakturonase oleh Aspergillus niger dengan menggunakan ekstrak 
pektin daun Nephrolepis biserrata dalam Fermentasi Keadaan Pepejal. 
Berikut adalah objektif spesifik bagi kajian ini: 
 
1. Mengekstrak pektin daripada daun Nephrolepis biserrata dan 
pengoptimuman parameter yang terlibat dalam proses pengekstrakan.  
2. Mengoptimumkan penghasilan ekso-poligalakturonase oleh Aspergillus 
niger dengan menggunakan pektin yang diekstrak daripada daun 
Nephrolepis biserrata dalam Fermentasi Keadaan Pepejal (FKP). 
3. Menentukan pencirian separa ekso-poligalakturonase yang terhasil 
daripada proses fermentasi yang dijalankan. 
4. Menentukan pemalar dan pekali kinetik pertumbuhan bagi Aspergillus 






1.4 Skop Kajian 
 
 
Bagi mencapai objektif kajian ini, skop kajian adalah seperti berikut: 
 
1. Pengekstrakan pektin daripada daun Nephrolepis biserrata dengan 
menggunakan pengekstrakan ‘Modified Method’ (Rehman et al., 2004) 
dan pengoptimuman proses parameter dengan menggunakan Rekabentuk 
komposit berpusat (RBKB). 
2. Pengoptimuman penghasilan ekso-poligalakturonase adalah terdiri 
daripada pH, suhu, masa pengeraman, kepekatan pektin, kandungan 




Gerakbalas Permukaan (KGP). Penghasilan ekso-poligalakturonase 
dijalankan dalam Fermentasi Keadaan Pepejal (FKP) daripada 
Aspergillus niger.  
3. Pencirian enzim ekso-poligalakturonase yang dihasilkan adalah terdiri 
daripada kajian terhadap kesan optimum pH dan suhu ke atas aktiviti 
enzim, kestabilan pH dan suhu dan juga penentuan berat molekul yang 
dijalankan melalui kaedah SDS-PAGE. 
4. Pemalar dan pekali kinetik pertumbuhan Aspergillus niger semasa proses 
fermentasi dalam penghasilan ekso-poligalakturonase daripada pektin 
dan substrat daun Nephrolepis biserrata ditentukan dengan menggunakan 






(3) Pencirian separa ekso-poligalakturonase yang dihasilkan oleh Aspergillus 
niger memberikan suhu dan pH optimum masing-masing pada 50
o
C dan pH 4.  
Kestabilan ekso-poligalakturonase menyusut apabila suhu pengeraman meningkat. 
Walaubagaimanapun, ekso-poligalakturonase didapati stabil pada pH berasid.  
Aspergillus niger tumbuh di dalam substrat pepejal dengan daun Nephrolepis 
biserrata sebagai substrat dan menghasilkan ekso-poligalakturonase melalui 
pengvisualan pada SDS-PAGE menunjukkan 2  jalur protein dengan berat 35 dan 71.  
Jenis enzim pektinase  yang telah dikaji  adalah ekso-poligalakturonase 54.64 U/g, 
endo-poligalakturonase 32.05 U/g, pektin metil esterase 2.47 U/g dan pektin liase 
7.73 U/g. 
 
(4) Kadar pertumbuhan kinetik Aspergillus niger dan penggunaan glukosa 
sebagai substrat menggunakan Model Monod telah membuktikan bahawa 
penggunaan maksimum glukosa 0.32 g/L dengan biojisim Aspergillus niger senilai 
0.496 mg/gdsf daripada pengambilan glukosa 5.96 g/L hingga 0.32 g/L pada 24 jam 
hingga 120 jam masa pengeraman. Melalui persamaan garis linear diperolehinilai 
µmax = 0.043 per jam dan Ks= 0.473 g/L selama 120 jam masa pengeraman.  Nilai-
nilai parameter kinetik dan jumlah biojisim mempunyai hubungan signifikan dengan  
R
2 
bersamaan 0.801 dan aktiviti ekso-poligalakturonase optimum pada 54.64 U/g.  
Data yang diperolehi untuk parameter kinetik semasa penilaian terhadap pengeluaran 
ekso-poligalakturonase pada FKP oleh Aspergillus niger,  nilai YX/S adalah 0.149 
mg/g dengan menggunakan glukosa daripada medium sebagai sumber karbon,  
dengan kepekatan glukosa awal adalah 5.96 g/L  menurun hingga 0.32 mg/L dari 
masa pengeraman 24 jam hingga 120 jam.  Hal ini ditakrifkan bahawa penghasilan 
ekso-poligalakturonase per gram biojisim Aspergillus niger telah menggunakan 
glukosa sebanyak 0.32 g/L. Penggunaan glukosa sebagai substrat untuk pertumbuhan 
Aspergillus niger dengan aktiviti enzima dalah secara berkadar terus, iaitu dengan 
meningkatnya jumlah biojisim telah meningkatkan aktiviti enzim.  Nilai-nilai pekali 
kinetik bagi penghasilan ekso-poligalakturonase adalah YE/S = 16.43 U/g, YE/X = 







5.2 Cadangan kajian masa hadapan 
 
 
 Beberapa cadangan penting berdasarkan kajian ini disenaraikan untuk kajian 
pada masa hadapan dengan isu-isu sebagai berikut: 
 
1. Enzim ekso-poligalakturonase mentah yang dihasilkan daripada kajian ini 
dicadangkan untuk melalui proses penulenan enzim. Kerana enzim biasanya 
berlaku dalam  sel bersama dengan lain-lain protein, asid nukleid, 
polisakarida dan lipid. Dengan penulenan maka aktiviti enzim  ekso-
poligalakturonase hubungannya dengan total protein yang hadir boleh 
ditentukan. Hal ini menjadi sangat penting dan dipertimbangkan bilamana 
diaplikasikan pada pelbagai industri. 
2. Penghasilan ekso-poligalakturonase dalam proses FKP dicadangkan dengan 
menggunakan pengkulturan campuran di antara kulat dan bakteria.  
Kelebihan FKP dalam pengkuturan campuran ini dijangka akan 
meningkatkan sinergisme metabolik di antara mikroorganisma tersebut.  
3. Pengekstrakan pektin daripada daun Nephrolepis biserrata boleh diterokai 
dengan pelbagai kaedah pengekstrakan yang lain seperti kaedah alkali dan 
juga penggunaan ketuhar gelombang mikro. 
 
 
Pektin yang dihasilkan daripada daun Nephrolepis biserrata ini boleh 
diterokai kegunaannya dalam bidang kesihatan yang lain selain daripada digunakan 
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